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1.まえがき
Bloch (1917) の劃期的な dopa反応， Raper 
ら (1928)の tyrosine-tyrosinase反応花関する説
明， Rowles (1948) の melanin細胞発生に関す
る業蹟につヤ Lerner & Fitzpatrick (1950)の研
究はメラニン色素の基本的問題を解明したが，生体
の色素形成機序には未だ不明な乙とが少くない。
教室の竹内・麻生は皮膚疾患とビタミン B1代謝
を蛍光顕微鏡を用い組織化学的K，また化学的に血
液・尿の B1 を追求中，黒毛内lζは多量の遊離 B1
があるが，白毛・茶毛・灰白毛中lとはその量が甚だ
少い(約 1/10) 乙とを報告し，色素母斑の皮膚にも 
B1 が多いと述べた。
わたくしは，ビタミン B1代謝の一連の研究とし
て，何故に B1が有色素部位Iζ多いかを調べる目的 
K，色素形成作用の基幹をなす tyrosine-tyrosinase 
反応におよぼすビタミン Btの invitroの関係を
調査したのでその大要を報告したいと思う。 
1. 自家実験 
tyrosine-tyrosinase反応の B1添加の影響 
tyrosine以外の酸化酵素，たとえば cytochrome 
oxidase による melanin生成の論議がある(伊
，とtyrosinaseがtyrosine藤)。しかし色素生成は
より酵素的酸化を受け色素を形成することが，あく
までも主流をなすと考えられている。その化学反応
は Raperect によって明らかにされ， 次に掲くやる
が如きものである。 
tyrosinase 
J 、 
tyrosine→dopa→in termedia te 
にノ (dopachrome)→melanin 
わたくしは，中間代謝産物の dopachromeが赤
色色調を呈し，本反応の進行を肉眼的に指示するよ
き指標となるので，乙の色調発現を指示として実験
を進めた。 
tyrosinase は tyrosine酸化を catalyseする銅
蛋白酵素であって，一般に馬鈴薯，菌類p 西洋キノ
コ， melanotic tumorを水で磨細し，遠沈すれば
その上清から容易に得られるが，同時に他の諸酵素
等も共存するのでそのままでは化学実験に用いるこ
とは不適当である。 
Whitlockは表 1の如き精製を行ない，その中K 
ascorbic acid，peroxidase，catalase，cytochrome 
oxidaseを認めないという。本多らは乙の精製法に
よる tyrosinaseを用い TTGと tyrosine開 tyrosi-
nase反応の関係を調査している。わたくしは上述
の精製を試みたが，その中の B1が除去せられぬこ
とを確めた。したがって実験にはこの tyrosinase
は用うることができない。
表 1 Tyrosinase精製法 
(Whit1ock) 
1) 100 gの西洋キノコに 50ccの冷水を加え
磨細生じた粉末を絹としし溶液を遠沈 
2)上清に 37%の割合に acetonを加えて遠
沈 (aceton37，上清 63) 
3)上清に 70%の割合に acetonを加えて遠
沈 (aceton70，上清 30) 
4)沈査に 30ccの冷水を加える 
5)半飽和の ammoniumsuefateを加え冷
水中で 2時開放置する 
6)遠沈，沈置に 20ccの冷水を加えたもの
を tyrosinasesolutionとする
わたくしは， Ludwig & Nelson R従い， さら
に tyrosinaseを精製せんと試みた(表 2)。精製
せるものをそれぞれ C101A， C 101 B， C 101 C， 
C 101D，C 101 E と呼び， Aから DI乙進むに従い
精製度が高い。 C101 A，C 101 Bでは B1が除去
されなかった。 C101Cでは B1 はほとんど除去さ
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11)沈撞を水にとかし蒸溜水で透析 
12)透析せるものを C101Aとする 
13) C 101 Aを充分量の alminaを加え酸素を
吸着する 
14) disodiumphosphateで aluminaより酵素
を熔出する 
15)遠沈，上清を ammoniumsulfateで 0.6 
satureする 
16)沈濯を小量の水で解き蒸溜水で透析する 
17)透析したものを C101 Bとする 
18) C 101 Bを 0.1M ammonium hydroxide 
で pH7にする 
19)小量の tricalciumphosphateを加え遠沈 
20)上清を ammoniumsulfateで0.4sature 
する 
21)沈慣を水に解き 0.1M ammonium hydro圃 
xideで pH6.5にする 
22) aluminaを加え酵素を吸着 
23) disodiumphosphateで aluminaより酵素
を溶出 
24)遠沈上清を透析する 
25)透析したものを C101Cとする 
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対照実験として pantothenicacid 5 mg，pyri-
doxine 5 mgを添加せる成績を附記した。赤色色調
は最初 30分間は直線的に増強し，以後緩やかな曲
線を画きながら進行したが，対照、に添加せられた 
pantothenic acid，pyridorine による影響は認め
られなかった。 (pantothenicacidは色素生成と関
係が深い〉。 乙の dopachrome生成は cysteine 
5 mg，ascor bic acid 5 mgを添加すると阻碍せら
れ，全くおこらなかった。 
B1 5mg (メタボリン〉を tyrosine液lζ添加し 
tyrosinaseを作用させると特異なことに， ζの赤
色色調の発現が明らかに遅延した (lagperiodの
れたが， tyrosinase収量が減少し，活性も同時に
低下した。しかしながら表2の様な複雑な精製は
化学的な熟練と正確さを要する。幸いその後米国 
Worthington Biochemical Corporation Freehh-
old，~evv Jerseyより精製した tyrosinaseを入手
出来たので， 自らの手で torosinase精製すること
は C101Cで中止(自製の精製 tyrosinaseはその
力価が米国製品にくらべて非常に低かった)， 乙の
輸入 tyrosinaseを用いて以下実験を試みた。本品 
には B1は完全に除去されている ζとを確め，実験
表 2 Tyrosinase精製法 
(Ludvvig & ~elson) 
1)西洋キノコ 200gを磨細生じた粉末を凍ら
せる 
2)同容の水を加え室温に放置氷を解かせる
わぬ過上清に同容の aceton(氷冷) 
4) i慮過沈誼を水に解かす 
5) Ammonium sulfateで 0.6satureする 
6)沈笹を水に解かし 2%trichloracetic acid 
で pH4.8にする 
7)遠沈し上清を diluteammonium hydro-
xideで pH7にする 
8) alrninaを加える 
9)滞過し alminaを除く 
10)上清を ammoniumtesulfeで0.6sature 
する 
には ζの 1mgを 20ccの水に溶し，その 0.5ccを
使用した。
A. dopachrome生成に lagperiodの発生 
trosine液 5cc (2 mg/cc tyrosineを PH7N/15 
Clark's buffer R.溶解したもの)R. tyrosinase 0.5 
ccを加えるに 2---3分を経てから赤色色調が発現
した。 ζの色調発現は前述の dopachrome生成に
よるものである。反応の進行とともに色調は次第に
増し，暗赤色から黒色l乙変じ， 24---48時間後には
黒色の沈澱物 (melanin)を形成した。わたくしは
Coelman spectrophotometerを用い，との赤色調
の変化を追求記録した(波長 500filter 14~214，秒
)。1時計によって時間の経過を追った)(図 
図 1	 Dopachromeおよび Melanin生成 
(tyrasine 2 mg/cc，N/15 Clark's 
buffer ps 7.0に溶解， tyrosinase 
W othington Biochemical corpo-
ra tion，Spectrophotometer波長 
500，filter 14-24) 
90 
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発生)。すなわち対照では反応液が 2分前後から赤 Bl> B1 エステルに対してアリナミン TPD， ま
色調を帯びるにもかかわらず B1 5mg添加せられ たその同族体であるネオメタボリン TOEDが lag
た場合は 20分を経てからようやく赤色調を呈し periodを作らなかったことは興味ある事実である。
た(図 2)。 すなわち， -S-S-構造をもっ B1は lagperiodを作
図 2 Dopachrome，Melanin生成におよ
らな~，。乙のことは B1 が如何なる態度をもって色
ぼす Bl'メタボラーゼ，アリナミン， 素代謝に介入するかの良い指標となった。 
ネオメタボリンの影響 B1 は図 311:示したように pyrimidine核と tia-
zol核とで構成されており， cocarboxylaseは B1
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のdiphosphate(thiamine diphosphate TDP)で
ピルビン酸の脱炭酸を促進する carboxylaseの一
骨
部をなし， BIの主体内での作用型である。アリナ
曲 ミン，ネオメタボリンは thiaminealkyl disulfide 
雨 。  
の誘導体であって -s-s~ 構造を有するが，上述の 
lag periodの発生には -s-s圃構造をもった B1 は
関知しない。
しからばBl' cocarboxylase Iとよる Iagperihd 
の生成が果してそれぞれ何 rの添加によって認め
られるかを確かめるために次の実験を試みた(図 
4，5)。 
TDPの製剤であるメタボラーは PH7.0附近で，
ーー~ 骨 t，，"，
その一部が水溶液中で B1 Iζ分解している可能性が 
B1 の diphosphateであるメタボラーゼ添加も あるので， lag periodの生成は TDPによるもの
同様の lagperiodが発現した。すなわちメタボラ でなく，この分解した B1 によるものかも知れぬと
ーゼ 1.6mg添加では 5分より赤色の発現を認め明 考えたので本実験を企てた。わたくしの測定では
らかに logperiodを形成しTこが， ζれを 2.5mg， 5mgのメタボラーゼを水に溶解した場合に認めら 
5mgと増量すると lagperiodはさらに延長した。 れた B1は，3回の測定で通常 2 ~10r ， 最大の値
したがって添加 Bl>メタボラーゼと lagperiodの を示したものが 15rであった。アリナミン中にも
延長との聞にはあたかも平行関係あるものの如くで B1 は 2r程度みとめられた。
あた(表 3)0 B1添加による dopachrome生成の logperiod 
表 3 Dopachrome生成におよぼす Bl'メタボラーゼ，アリナミン，
ネオメタボリンの影響 
(Coleman spectrophotometer filter 14-214，波長 500，¥ 
1数字は spectrophotometerの読み / 
。。
。。

ネオアリナミンメタボラーゼ添加力日添B1 メタボリン
時間 対 照
(分〉 50r
。 。
50r 
。 。 。。 。 。 。 。 。 。 。。 。2 。 2 。1 1 22 2 24 
76 5 1 3 3 666 6 
713 12 16 8 7 14158 15 
21 16 27 17 14 2424 22 2410 
31 2535 38 27 23 3533 3512 
41 36 47 36 32 4545 4314 45 
49 48 56 45 41 5353 52 5316 
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図 3	 B1' B1 Diphosphate，Thiamine alkyl 図5 Dopachrome生成の LagPeriod 
sulfide誘導体(アリナミンその他〉 を生成するに要する TDPの検討 
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(アリナミンその他)
 
CHa NH2 0 ¥'lN，〆 ch?-s-R1 
1 N，/"-
CH2 
/N '"〆C 
C -'-C2H40H 
CHa 
図4	 Dopachrome生成の Periodを生成
するに要する B1量の検討
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は 5r，10r，50rでは認められないが， 100r添加
により初めてその影響を確認した。
TDPの場合 5r，10rでは無影響であったが 50r 
添加により lagperiodの生成を認め， 100rでは
さらにこの時間が延長した。この事実はメタボラー
ゼ 5mg水溶液中にみとめられた 2--10 rの B1は 
一四司怖J司
少くとも spectrophotometerの読みに影響
を与えず TDP自体によってこの lagperiod 
が形成されたことを証明したものと考えた。 
b. Warburg検圧法による酸素消費量の
減少
メラニン形成反応は， tyrosineの酵素的
酸化反応で、あって，その酸化に際し tyrosine，dopa 
は各々 4から 5の酸素原子を必要とするという。わ
たくしは Warburg検圧計を使用しこの反応の酸素
消費量を測定した。実験条件は表4の如く，とれlと 
Bl' TDPを添加， 37.5土0.050Cの恒温度で 10--20
分平衡後，側室内容と混和，酸素消費量を 5分から 
10分毎lζ60分迄測定した。
表 4 Warburg検圧実験条件 
(37SC) 
a.N/15Clark's phosphate 
bu百erpH 7.0 !1kc 
主室 ~，:， ，2m~{~ct_~~r~si~e ，_，.:<.，，=， I1れ c(N/[5Clark's bufier ~乙溶解) I 
c，Bl'メタボラーゼ パー
側室 l付
rosinaseO05mg/CC 
1 06cc|(羽Torthington Bioch. Corp.) 
1 
中央室|附 KOH	 IO.2cc 
B1 3mg添加により(図的明らかに酸素消費量
が減少し， B1を 5mgK増量すれば減少にさらに
増加したく表 5)。
TDP 5mg添加によっても B1と同様の成績が得
QU 
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図6 B1添加による酸素消費の減少 図 7 TDP添加による酸素消費の減少 
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表 6 メタボラーゼ添加によるチロジン，
表 5 B1、添加によるチロツン・チロジナー チロジナーゼ反応の酸素消費量の減
ゼ反応の酸素消費量の減少 (μ1) 少 (μ1)
A-対"6，照 力日35m713涜I
"5m~. "6，ロ 
/20 
110 
''0 
90 
570 

き to AU 
$0 
ヂ0 
昭
(分〉。 。
3mg
。
5mg
。 
5 18 
10 40 
15 59 
20 74 
25 87 
30 98 
40 109 
50 118 
60 123 
12 6 
33 26 
53 47 
69 61 
82 74 
91 84 
104 93 
111 103 
118 110 
られた(図 7，表的。
乙の酸素消費量の減少は B(>TDPともに最初
の5分がもっとも著明であった。メラニン色素形成
の invitro反応において B1添加が dopachrome
生成の 1agperiodの発生をきたすこと，さらにま
た酸素消費の減少を招来する事実は Bl:が色素形成
に明らかな関係を有することをしめすものである。 
II.者按
色素形成の:基本である tyrosine-tyrosinase反応
の際にこれを促進するものを阻害する因子があると
考えられる。
従来色素産成を抑げる因子lこは
メタボラーゼ 5mg添加
対 照時 間
(1) (2)(分)。 。 。 。 
5 17 4 
10 39 22 20 
15 58 46 43 
20 73 61 59 
25 85 74 71 
30 94 85 82 
40 106 98 95 
50 114 108 105 
60 120 116 114 
a) tyrosinaseの銅と結合するもの

め tyrosinaseの銅と拾抗するもの
 
c) induction periodを延長するもの

の p-hydroxypheny1類による阻害
 
e) o-quinoneと結合するもの 
f) 還元物質 
g) tyrosinaseそのものと結合するもの 
h) me1anin細胞を破壌するもの
などが主要な因子であると考えられている。
例えば， tyrosinaseの銅蛋白酵素の銅と結合す
るものに・SH，CO，CNなど，すなわち cysteine， 
gultathion，phenylthiourea，BALなどがあげら
れ，表皮lこ多量認められる cysteineは (F1esh，
5 
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Scott)乙の様K，tyrosinaseの銅と結合し色素形
成を抑えているものである。色素形成の発現は紫外
線の radiantenergyまたは，皮膚落屑によるーSH
の喪失Kよって tyrosinase酵素の活性化が招来せ
らられる為である (Rothrnan)。 
tyrosine-tyrosinase反応に添加せられた B17 
‘ TDPは dopachrome発現を遅延せしめ，さらにま
た反応の酸素消費量を減少し，あたかも色素形成反
応を阻害するかの如くに見える。しかしながら上
述に掲げた色素形成反応の阻害因子とは別に B 1 • 
TDPの阻害作用、は単に反応を阻害して停止され
るものではな L"¥。教室の麻生は， この tyrosine-
tyrosinase反応に添加せられた B1が酸化物を形
成する事実と， 乙の添加 Bl' TDPの定量成積ま
たは反応液の PPCより証明している(第 11報の
予定)0 JI上，長谷川，細田は diphenol，quinone 
およびその誘導体 (dopa，dopaquinoneもこの誘
導体である〉が B 1 を分解し B 1・disulfideを形成 
するというが，細田はこの diphenol，quinone K 
よる Bt酸化物の形成は次式の様Ir.diphenolが，
それ自身空気酸化をうけ quinone型となり， 乙れ
が B 1を酸化して B1-disulfide Ir..するものであると
いう。 
B1 ¥ quinone ¥ /H20 
B1-disulfide) ¥ 
/ 
diphenolノ¥O2 
tyrosine-tyrosinase反応においてはその tyros胃 
inaseの tyrosinaseによる酵素的酸化が始まる前 
Ir. lag periodがあり，この場合小量の dopaが
添加せられれば， 乙の lagperiodが短縮せられ
る。 dopa以外でも類似の構造式を有する
/"，/OH 
adrenalin )， 1 Icatechol ( ，/-OH 
HO"，〆"，/OHー CH2 
I 1 I I ) 
CHa日一HO/ H，( 還元機構が形成せられた事を意味し， Bl' TDPが tyrosine-tyrosinase反応において dopaquinone
から dopaを還元すると L"¥う重要な機序をもって
にも同様な作用があり (Fitzpatrick)，dopa自身
本反応と進行する上において重要な catalystであ
る。 
tyrosinase 
J 、 
tyrosine→dopa→interrnediate→rnelanin 
¥
A 
一一ノ
しかし dopa自身は反応の進行とともに急速に
酸化せられ dopaquinoneIr.移行しさらに leucoco-
mpoundとなる。従って dopaの上述の，catalyst
としての作用を期待するためには Raperらによっ
て dopaquinone→dopaの可能性が考えられてい
る(←〉。 
tyrosinase 

J
 、 
tyrosine→dopaニdopaquinone→leucoco-
rnpound→ rnelanin 
B1> TDPは tyrosine-tyrosinose反応えの添
加によって dopachrorneの発現を遅延せしめ， さ
らにまたこの反応の酸素消費を減少せしめた。乙の
事実は教室の麻生の添加せられた B1が酸化せられ
て酸化物を形成するという実験，あるいは川上，長
谷川，細田らの.quinoneが B1を酸化して B1‘ 
disulfideを形成するという報告を合せ考えると， 
B1前述の dopaqurnoneから dopaを再生すると
いう重要な還元的な作用機序をもって色素形成機序
に参画しているということが出来る。 B 1 は一見
dopachrorne発生の阻害にあずかるが如き態度を
、示すが，実は ζの阻害は真の阻害ではなくて，乙の
反応を調節するという機構なのであろうと推定せら
れた。
黒毛中lと白毛部と比べ多量に B1が証明せられた
のは，B 1 がメラニン色素反応の際， 自らが酸化せ
られながら他方還元機構を形成し dopaを再生す
るという重要な反応に介入し，結局は B 1酸化物を
形成するが，この集積せられた酸化物を多量に証明
したものなのである。 
IV.結論
わたくしは. in vitroの tyrosine-tyrosinase反
応に Bl' TDPが lagperiodを作ることを証明
し， また B1 • TDPを添加するとその酸素消費量
が減少することを実証した。乙の事実は，本来酸化
反応であるべき本反応に B 1 • TDP添加によって
色素形成に参画していることを証明したものと考え
る。
欄筆にあたり，終始変らず御懇篤な御指導と
御鞭捷を賜わり，且つ御校閲下された竹内教授
に厚く御礼申上げます。また，御援助下された
教室員各位に謝意、を表します。
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